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　膀胱平滑筋機能は交感神経と副交感神経の二重支配によって制御を受けている。膀胱
体部平滑筋のβ受容体を介する弛緩反応は加齢によって低下することはすでに報告され
ている。本研究では、膀胱平滑筋のムスカリンおよびα受容体を介する収縮機能、ムス
カリン受容体の加齢変化について検討した。若齢（２～３ヵ月齢）、老齢（27ヵ月齢）
のFischer 344ラット（♂）から膀胱を摘出し実験に用いた。膀胱体部において、
carbacholによる収縮反応に加齢変化はみられず、carbacholの収縮反応はM３遮断薬によ
り競合的に拮抗された。膀胱三角部において、phenylephrineによる収縮の濃度-反応曲
線を求めたところ、phenylephrineによる最大収縮反応は、若齢ラットに比べ老齢ラッ
トにおいて有意に増加した。ムスカリン受容体を定量するために膀胱破砕膜標本を用い
た[3H] quinuclidinyl benzilate (QNB) の飽和結合実験を行った。その結果、[3H] QNB
特異的結合の量およびその親和性に加齢変化は認められなかった。以上の結果から、加
齢に伴う体部β受容体を介する弛緩反応の低下に加え、三角部のα受容体を介する収縮
反応の増加が排尿障害の一因となっている可能性が示唆された。
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緒　　　言
　膀胱平滑筋の老化によって呈する症状の中
で、尿失禁や排尿困難などの排尿障害が臨床的
に注目を集めている。その理由は、排尿障害が
高齢者のQOL（quality of life）を著しく損なう
からである1）。加齢に伴い最大尿流率や膀胱収
縮力は低下し、無抑制収縮の発生頻度は増加す
る、ということが知られている2）が、このよう
な加齢変化の機序については、未解明の部分が
多い。
　膀胱・尿道（下部尿路）は、蓄尿と定期的な
排尿という２つの機能を司っており、これらの
機能は、基本的には交感神経と副交感神経の二
重支配によって制御されている。蓄尿期にはア
ドレナリン作動性神経（主として下腹神経）が
関与する3)。すなわち、神経終末より放出され
るノルエピネフリンは、膀胱体部平滑筋に多く
分布するアドレナリン作動性β受容体を介して
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膀胱体部平滑筋を弛緩させ、同時に膀胱頸部、
近位尿道はアドレナリン作動性α受容体を介し
て収縮し、尿を膀胱内に貯留させる3）。これに
対し排尿期には、コリン作動性神経（主として
骨盤神経）が関与する3）。神経終末より放出さ
れたアセチルコリンが体部平滑筋に分布するコ
リン作動性ムスカリン受容体を介して膀胱を収
縮させると同時に、アドレナリン作動性神経の
作用が抑制されることにより膀胱頸部、近位尿
道を開き、尿を排出する3）。
　膀胱体部平滑筋に多く分布しているβ受容体
を介する弛緩反応は、加齢によって低下し、そ
れはβ受容体の減少とcAMP産生能の低下に起
因すると報告されている3), 4）。このようにβ受
容体を介する機能調節の加齢変化については報
告されているが、ムスカリンおよびα受容体を
介する収縮反応の加齢変化については一定の見
解が得られていない。
　そこで本研究では、加齢による膀胱機能の変
化を明らかにすることを目的に、膀胱平滑筋の
機能に重要な役割を演じている①コリン作動性
ムスカリン受容体、およびアドレナリン作動性
α受容体を介する収縮機能の加齢変化、②ムス
カリン受容体の加齢変化を、ラット膀胱平滑筋
を用いて検討した。
対象と方法
　実験には若齢（２～３ヵ月齢）、老齢（27ヵ
月齢）の雄性Fischer 344ラットを用いた。本実
験は、山形大学医学部動物実験指針5）、動物の
愛護及び管理に関する法律（昭和48年法律第105
号）、実験動物の飼養及び保管等に関する基準
（昭和55年総理府告示第６号）を遵守して行っ
た。各月齢ラットをエーテル麻酔下に頚椎脱臼
後、速やかに開腹し膀胱を摘出し、雑組織を除
去した。
１. 収縮機能実験
　膀胱体部および三角部条片を作製した。標本
を混合ガス（95%O2 , 5% CO2 ）を通気した
Krebs-Henseleit液（37±0.1℃）で満たした10 
ml organ bath に懸垂し、その収縮張力を等尺
性張力トランスデューサ （ー7T-15-240，オリエ
ンテック，東京）を用いて測定した。灌流液の
組成（mM）は、NaCl 118, KCl 4.7，NaHCO3 
24.9，MgSO4 1.2，KH2 PO4 1.2，glucose 11.1，
ascorbic acid 0.057，CaCl2 1.8，pH 7.4 であっ
た。標本をorgan bathに懸垂した後、1.0ｇの
静止張力を負荷し、１時間標本を安定させた。
この間15分間隔で新鮮な灌流液と交換した。
　KClによる膀胱体部および三角部の収縮反応
は66.7mM KCl（高濃度K+）で最大収縮が得ら
れ た。な お、高 濃 度K+ 投 与 時 は、37℃の
Krebs-Henseleit液（NaCl 56，KCl 66.7mMを含
む）に混合ガスを通気しておき、通常の灌流液
と速やかに置換した。
　膀胱体部において、α受容体遮断薬である
prazosin（10-7 M）およびβ受容体遮断薬であ
るpropranolol（10-6 M）存在下に、carbacholを
10-10 M～3×10-5 Mまで累積的に投与し、濃度－
反応曲線を求めた。carbacholによる収縮作用
がムスカリン受容体を介するものか否かを確認
するため、ムスカリン受容体遮断薬である
atropine（10-7 M）存在下にcarbachol を累積的
に投与し、濃度－反応曲線を求めた。また、
pirenzepine（M１ 遮 断 薬，10-7 M～10-6 M）、
methoctramine（M２ 遮断薬，10-7 M～10-6 M）、
p-F-HHSiD（M３ 遮断薬，10-7 M～10-6 M）を用
い、carbacholに対する拮抗作用をSchild plot 
により解析した。膀胱三角部において、β受容
体遮断薬およびムスカリン受容体遮断薬存在下
に、phenylephrineを10-8 M～3×10-4 Mまで累
積的に投与し、濃度－反応曲線を求めた。
２. ムスカリン受容体結合実験
　摘出した各月齢ラットの膀胱（約0.5 g）に
Tris-HCl buffer（25mM Tris, 10mM MgCl2 , 
pH 7.4）7.5 mlを加え、１～２mm角の大きさに
細切した後、氷冷下でポリトロン（Kinematica, 
Luzern, Switzerland）を用いて15秒間ずつ３回
繰り返しホモジナイズした。懸濁液をガーゼで
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ろ過した後、蛋白量をLowry法6）に基づいて測
定し、蛋白質濃度1mg/mlに調製した。ムスカ
リン受容体は、[3H] quinuclidinyl benzilate
（QNB）を用いて飽和結合実験を行った。各反
応液を60分間室温でインキュベートした後、氷
冷したTris-HCl buffer をそれぞれ２mlずつ分
注器で加え反応を停止させた。Whatman 
GF/C フィルターをセルハーベスター（M24R, 
Brandel, Gaitherberg, MD, USA）に装着し、急
速吸引ろ過を行った。すなわち、サンプルの
入ったチューブ内容を吸引し、フィルターを１
回あたり４mlの氷冷したTris-HCl bufferで３
回洗浄し、遊離[３H] QNBを完全に洗い流した。
吸引ろ過が終了したフィルターを80℃で約１時
間乾燥させた後、シンチレーション用バイアル
に入れ、４mlずつシンチレーション液（ACS-
II, Amersham, Arlington Heights, IL, USA）を
加えた。２時間室温でインキュベーションした
後、液体シンチレーションカウンター（Tri-
Carb 2300TR, Liquid Scintillation Analyzer, 
Packard, Downers Grove, IL, USA）で放射活性
を測定した。非特異的結合は、atropine 10-6 M
存在下での結合より求めた。得られたデータを
Scatchard plot 解析し、QNBのムスカリン受容
体に対する総結合量と解離定数を求めた。
 
使用薬物
　carbamylcholine chloride，phenylephrine 
hydrochloride，prazosin hydrochloride，pro-
pranolol hydrochloride，hexahydro-sila-difeni-
dolhydrochloride p-fluoroanalog (p-F-HHSiD)，
pirenzepine hydrochloride，methoctramine 
tetrahydrochloride はSigma Chemical Co.（St. 
Louis, MO, USA）から、atropine sulfate mono-
hydrateは和光純薬（東京）から購入した。こ
れらはすべて生理食塩液を用いて溶解希釈し
た。[3H]QNBはNew England Nuclear（Bos-
ton, MA, USA）から購入した。 
統計処理
　得られたデータは、正規性の検定を行い、正
規性の確認後に、対応のないStudent’s t-testあ
るいはWelch’s t-testを用いて検定を行った。
それぞれの値はすべて平均値±標準誤差で表現
　図１．ラット膀胱体部および三角部における、
高濃度Ｋ+による最大収縮反応
　縦軸：収縮張力、 若齢ラット、 老齢ラット
　N.S.：not significant、（ ）内は実験例数、
　値は、平均値±標準誤差で表している。
　図２．ラット膀胱体部におけるcarbacholによ
る収縮の濃度－反応曲線
　縦軸：高濃度K+による最大収縮反応を100%と
し、carbacholの収縮値を%で表した。
　横軸：carbacholの濃度、（ ）内は実験例数、
　□若齢ラットでのcarbachol単独、
　○若齢ラットでのatropine10-7 M存在下、
　■老齢ラットでのcarbachol単独、
　●老齢ラットでのatropine10-7 M存在下、
　値は、平均値±標準誤差で表している。
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　図３．若齢ラットにおけるcarbacholによる収縮に対するpirenzepineの拮抗作用
　 A．縦軸：高濃度K+による最大収縮反応を100%とし、carbacholの収縮値を%で表した。
　　　横軸：carbacholの濃度、（ ）内は実験例数、
　　　□carbachol単独、●pirenzepine 10-7 M存在下、○pirenzepine 3×10-7 M存在下、
　　　▲pirenzepine 10-6 M存在下、
　　　値は、平均値±標準誤差で表している。
　 B．carbacholによる収縮に対するpirenzepineの抑制作用のSchild plot解析
　　　dose ratio：用量比
　図４．若齢ラットにおけるcarbacholによる収縮に対するp-F-HHSiDの拮抗作用
　 A．縦軸：高濃度K+による最大収縮反応を100%とし、carbacholの収縮値を%で表した。
　　　横軸：carbacholの濃度、（ ）内は実験例数、
　　　□carbachol単独、●p-F-HHSiD 10-7 M存在下、○p-F-HHSiD 3×10-7 M存在下、
　　　▲p-F-HHSiD 10-6 M存在下、
　　　値は、平均値±標準誤差で表している。
　 B．carbacholによる収縮に対するp-F-HHSiDの抑制作用のSchild plot解析
　　　dose ratio：用量比
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した。P<0.05 をもって有意差があるものとし
た。
結　　　果
１. 収縮機能実験
　高濃度K+ による膀胱平滑筋収縮反応の加齢
変化について検討した。その結果、膀胱体部
（若齢；2.8±0.1 g, n＝8, 老齢；3.3±0.2 g, n
＝6）、三 角 部（若 齢；2.2 ±0.3 g, n＝8, 老
齢；2.6 ± 0.3 g, n＝6）ともに高濃度K+による
最大収縮反応に加齢変化は認められなかった
（図１）。そこでcarbacholとphenylephrineの
収縮反応を高濃度K+による最大反応で標準化
した。carbacholの累積投与により、膀胱体部
の収縮張力は濃度依存性に増加したが、その最
大収縮反応（若齢；127.8± 14.4%，n＝8，老
齢；157.0±13.8%，n＝6）お よ びEC50値［若
齢；(6.82±2.57)×10-7 M，老齢；(9.08±1.57)
×10-7 M］に加齢の影響は認められなかった。
このcarbacholによる収縮反応は、非選択的ム
　図５．若齢ラットにおけるcarbacholによる収縮
に対するmethoctramineの拮抗作用
　縦軸：高濃度K+による最大収縮反応を100%とし、
carbacholの収縮値を%で表した。
　横軸：carbacholの濃度、（ ）内は実験例数、
　□carbachol単独、●methoctramine10-7 M存在下、
　○methoctramine 3×10-7 M存在下、
　▲methoctramine 10-6 M存在下、
　値は、平均値±標準誤差で表している。
　図６．［3H］QNBによる、飽和結合曲線
　縦軸：結合量、横軸：［3H］QNBの濃度、A：若齢ラット、B：老齢ラット
　（ ）内は実験例数、
　○●：総結合、□■：非特異的結合、△▲：特異的結合、
　値は、平均値±標準誤差で表している。
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スカリン受容体遮断薬であるatropine存在下に
おいて、ほとんど抑制された（図２）。また、
carbacholに対する拮抗作用を検討した結果、
pirenzepine, p-F-HHSiDは 濃 度 依 存 性 に
carbacholによる収縮反応を右側へ平行移動さ
せた。Schild plot 解析によりpirenzepineでは
傾き約0.87、p-F-HHSiDでは傾き約0.98の直線
が得られ、carbacholによる収縮に対しそれぞ
れ非競合的拮抗薬、競合的拮抗薬であることが
示 さ れ た（図３，４）。
p-F-HHSiDのpA2値は7.42±0.38であった。こ
れに対し、methoctramine ではわずかな抑制し
かみられなかった（図５）。
　一方、膀胱三角部におけるphenylephrineに
対する最大収縮反応は、若齢ラットに比べ老齢
ラットにおいて有意に増加した（若齢；58.9±
6.4%, n＝8, 老齢；86.3±4.3%, n＝6, P<0.01）。
しかし、EC50値に有意差はみられなかった［若
齢；(4.65±0.94)×10-6 M, 老齢；(4.31±0.73)×
10-6 M］（図７）。
２. 受容体結合実験
　受容体飽和結合実験の結果、[3H]QNBは0.25
～4 nMにかけて飽和結合が得られた。受容体
数 Bmax（fmol / mg protein）（若齢：50.7±3.4, 
n=4, 老齢：49.8±4.5, n=4）、親和性 Kd値(若
齢：0.26±0.05, n=4, 老 齢：0.22±0.04, n=4)
ともに、加齢変化は認められなかった(図６, 表
１)。
考　　　察
　加齢に伴い、排尿筋、尿道括約筋収縮力は低
下し、排尿効率と尿禁制の両者が障害され、尿
流率の低下、残尿の増加、膀胱容量の減少を認
めると報告されている2), 7）。
　本研究では、加齢に伴い、排尿障害が高率に
発生することに注目し、①膀胱体部および三角
部におけるムスカリンおよびα受容体を介する
収縮反応が加齢変化を受けているか否か、②ム
スカリン受容体に加齢変化があるのか否かにつ
いて検討した。
K Clによる収縮反応の加齢変化
　まず、受容体を介さずに収縮を惹起させる薬
物として、脱分極刺激により電位依存性Ca2+ 
チャネルを介して細胞内Ca2+濃度を高め、平滑
筋収縮を惹起させることが知られてる、塩化カ
リウム（KCl）液による収縮反応の加齢変化に
ついて検討した。KCl液は濃度依存性に膀胱を
収縮させ、その反応は66.7mMでほぼ最大に達
した。しかし、膀胱体部、三角部ともに高濃度
K+が引き起こす収縮反応に加齢変化は認めら
れなかった。したがってこの結果は、膀胱平滑
筋における電位依存性Ca2+チャネルを介した収
　図７．ラット膀胱三角部におけるphenylephrine
による収縮の濃度－反応曲線
　縦軸：高K+液による最大収縮反応を100%とし、
phenylephrineの収縮値を%で表した。
　横軸：phenylephrineの濃度、（ ）内は実験例数、
　□若齢ラット、●老齢ラット、
　*P＜0.05、**P＜0.01(vs若齢)、
　値は、平均値±標準誤差で表している。
nKd(nM)Bmax (fmol/mg protein)
40.26±0.0550.7±3.4Young
40.22±0.0449.8±4.5Aged
　Bmax：受容体数、Kd：親和性、n：実験例数、
　値は、平均値±標準誤差で表している。
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　表１．ムスカリン受容体数および親和性の加齢
変化
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縮反応は、加齢変化を受けていないことを示唆
している。Ordwayら8）も、KClによって得られ
る等張性収縮反応に、膀胱体部、底部のいずれ
においても加齢による影響は見られなかったと
報告している。また、Nishimotoら4）やSaitoら9）
も膀胱体部において、KClによって得られる等
張性収縮反応に加齢変化は認められなかったと
報告している。このように、Ca2+による平滑筋
自体の収縮能は加齢変化を受けにくいものと考
えられる。
ムスカリン受容体を介する収縮反応の加齢変化
　高濃度K+による膀胱平滑筋収縮能を基準と
して、carbacholおよびphenylephrineによる収
縮反応を比較検討した。その結果、膀胱体部で
はcarbacholが惹起する収縮反応に加齢差はな
いことが示された。排尿期では、①膀胱体部に
おけるムスカリン受容体を介する収縮、②膀胱
底部におけるコリン作動性神経優位によるアド
レナリン作動性神経作用の抑制により、膀胱頚
部の開口をもたらし、尿を排出する3）。本研究
で得られた結果から、これらの排尿機構のなか
で、膀胱体部のムスカリン受容体を介する収縮
力には加齢によって影響がないことが示され
た。Ordwayら8）も本研究の結果と一致して、
７、16、27ヵ月齢のFischer 344ラットにおい
て、膀胱体部でのムスカリン受容体作用薬
（acetylcholine, bethanechol, oxotremorine）に
よって引き起こされる最大収縮反応とEC50値に
は加齢変化がみられなかったことを報告してい
る。しかし、６、24カ月齢のSprague-Dawley
ラット10）や６、27カ月齢のFischer 344ラット11）
の膀胱体部縦走筋を用いた実験では、ムスカリ
ン受容体作用薬によって引き起こされる最大収
縮反応は、加齢に伴い減少することも報告され
ている。これらの相違は、使用された組織の部
位の違いやラットの系統の違いが影響している
と考えられる。
α受容体を介する収縮反応の加齢変化
　膀胱三角部ではphenylephrineによる収縮反
応は、加齢によって増強することが示された。
蓄尿期では、①膀胱体部におけるβ受容体を介
する弛緩、②膀胱底部におけるα受容体を介す
る収縮という働きにより、尿を貯留する3）。本
研究で得られた膀胱三角部のα受容体を介する
収縮力の増加という結果は、Nishimotoら3), 4）に
よる膀胱体部のβ受容体を介する弛緩反応の低
下という報告と合わせ、残尿や頻尿などの排尿
異常を惹起させる可能性を示唆している。α受
容体を介する収縮反応については、Ordway12）ら
は本研究で用いたよりも加齢の進んだ７カ月齢
のFischer344ラットと比較して、16、27ヵ月齢
の膀胱底部におけるαアドレナリン作用薬
（phenylephrine, norepinephrine, clonidine）に
よって引き起こされる最大収縮反応とEC50値に
は加齢変化がみられなかったことを報告してい
る。本研究においてα受容体を介する収縮反応
の変化がEC50値に有意差はみられなかったこと
より、受容体数が老化によって増加している可
能性が考えられる。底部におけるα受容体数の
加齢変化についての報告はないものの、過反射
膀胱患者の排尿筋は、正常者に比べてα受容体
数が有意に増加している13）、という報告があ
る。過反射膀胱の発生は加齢とともに増加する
とされている7）ため、老齢膀胱においても受容
体数が増えている可能性が考えられる。今後、
α受容体を介する収縮反応機構について受容体
数など更に検討していく必要がある。
ムスカリン受容体の加齢変化
　ムスカリン受容体結合実験では、受容体数
Bmax（fmol/mg protein）、親和性Kd値ともに加
齢変化は認められなかった。Koltaら14）は、７、
17、29カ月齢のFischer 344ラット膀胱の細胞膜
破砕標本を用いて、加齢によってムスカリン受
容体数が増加することを報告している。一方、
Hayesら15）は、Sprague-Dawleyラット膀胱の細
胞膜破砕標本を用いて、ムスカリン受容体数と
親和性は加齢によって変化しないと報告してい
る。しかし、本研究を含めこれらの研究は、膀
胱全体としてのコリン作動性受容体の変化につ
いて検討したものであり、体部および底部それ
膀胱平滑筋の加齢変化
－136－
ぞれの機能的に異なった部位における加齢変化
については不明である。Ordwayら8）の体部と
底部に分けたムスカリン受容体結合実験による
と、体部における受容体数は加齢により有意に
増加し、底部における受容体数は加齢により有
意に減少していた。本研究での膀胱全体におけ
るムスカリン受容体が加齢変化を示さなかった
のは、体部で受容体数が増加し、三角部では受
容体数が減少していることによるとも考えられ
る。
ムスカリン受容体サブタイプについて
　ムスカリン受容体はM1～M5 の５種類のサブ
タイプがクローニングされており、薬理学的に
はM1～M3 の３種類のサブタイプが同定されて
いる16）。免疫沈降法による解析ではヒト排尿筋
の細胞膜にはM2およびM3受容体が３:１の比率
で存在し17）、結合実験ではヒト膀胱にはM2受容
体が60～80%を占め、M3受容体が20～40%を占
めると報告されている18),19）。このように、ヒト
膀胱ではM2サブタイプが優位であるにも関わ
らず、薬理学的には膀胱の収縮に直接関与する
ムスカリン受容体のサブタイプはM3受容体で
あることが確認されている20）。本研究では、
ラット膀胱体部においてcarbacholの収縮に対
する各種ムスカリンサブタイプ受容体遮断薬の
作用を検討した。その結果、M3受容体遮断薬で
あるp-F-HHSiDはcarbacholに対して競合的拮
抗薬として作用していることが明らかになっ
た。また、M1受容体遮断薬であるpirenzepine
はcarbacholに対して非競合的拮抗薬として作
用していることが示された。この理由として、
膀胱体部平滑筋にはM1受容体の発現が少ない
こと、pirenzepineはM3受容体にも作用してい
た可能性がある21）ことが考えられる。さらに、
M2受容体遮断薬であるmethoctramineは
carbacholに対してわずかながら拮抗作用を示
したこと、脊髄損傷ラットのような病的な場合
においてはM2受容体が増加し、膀胱収縮に関与
している22）、との報告から、膀胱平滑筋の収縮
に対するM2受容体の関与も否定できない。
　最近、ムスカリンおよびα受容体が膀胱体
部、底部の両部位に存在していることが明らか
になった8), 14), 23）。しかし、膀胱体部に存在する
α受容体、底部に存在するムスカリン受容体が
膀胱機能に対しどのように関与しているのか、
現段階では不明である。したがって、膀胱体部
のα受容体および膀胱底部のムスカリン受容体
を介する収縮反応、また、受容体数の加齢変化
についても、今後の検討が必要である。
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　The urinary bladder is innervated and functionally regulated by the autonomic 
nervous system. In order to elucidate the mechanisms of age-related changes in urinary 
bladder function, we studied the influence of aging on, 1) the contractile response to 
carbachol in the body and to phenylephrine in the trigone, 2) the binding characteristics 
of [3H] quinuclidinyl benzilate (QNB) to muscarinic cholinoceptors in rat urinary 
bladder. Urinary bladder from young (2-3 months) or aged (27 months) male Fischer 
344 rat was isolated. Carbachol-induced contraction was not significantly changed by 
aging. The contraction was competitively antagonized by p-F-HHSiD (M3-blocker). In 
contrast, phenylephrine elicited greater contraction in aged trigone than that in young 
rat. In the receptor assay, [3H] QNB was used as a muscarinic receptor ligand. [3H] QNB 
binding characteristics were not significantly changed by aging. Because the 
β-adrenoceptor-mediated relaxation was reportedly attenuated in aged bladder, the 
facilitation of α-receptor-mediated contraction and the decreased β-receptor-mediated 
relaxation may cause voiding difficulty in the aged urinary bladder.
Key words :  bladder, smooth muscle, aging, muscarinic cholinoceptors,
　　　　　　α-adrenoceptors
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